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表达具有活性的重组 KGF 成为研究的重要方向。 
本文选择了适宜表达蛋白的原核表达系统大肠杆菌 BL21(DE3)，导入
pGEX-2T-KGF 质粒构建工程菌 BL21(DE3)-pGEX-2T-KGF，用于表达融合蛋白
GST-KGF。采用摇瓶培养，确定 IPTG 诱导表达的 佳条件为：诱导温度 28℃，
诱导物浓度 0.2 mmol/L，诱导时间 3 h。采用 Riesensberg 全合成培养基，流加培
养工程菌 BL21(DE3)-pGEX-2T-KGF，无 IPTG 诱导时细胞 大干重达到 46 g/L。
在菌体生长的指数期进行诱导， 大蛋白量达到 71 mg/L，经 ELISA 检测可溶性
KGF 浓度达到 108 μg/L。 
盘基网柄菌（Dictyostelium discoideum）作为一种简单的真核表达系统，在
表达糖蛋白方面具有独特优势，已成功表达多种外源蛋白，具有广阔的应用前景。
为进行盘基网柄菌表达具有糖基化过程的 KGF 的研究，本文利用 PCR 方法扩增
人 KGF 基因，并在扩增过程中引入人绒膜促性腺激素的分泌型信号肽序列、盘
基网柄菌“Kozak”序列和 6-His-Tag 标签序列，并将 PCR 产物与 T 载体连接，
在大肠杆菌中构建中间载体 pMD19-KGF。将中间载体上的目的片段插入穿梭质
粒 pMB74 上的多克隆位点，用电转化法将质粒导入在大肠杆菌 JM109，PCR 检
测和抗性验证表明，表达载体 pMB74-KGF 构建成功。 
 

















  Human keratinocyte growth factor (KGF) is the seventh member of human fibroblast growth 
factor family, called FGF-7. KGF is secreted by mesenchymal cell, specifically binding to its 
receptor KGFR by paracrine secretion. It can motivate the growth, proliferation and differentiation 
of epithelial cells. The expression of KGF is closely related to the wound healing of skin, the 
development of tissue and organ, the repair of radiation injury and the occurrence of a series of 
cancers. So KGF will be extensivelly useful in research and therapy. However, the amount of KGF 
in human body is very limited, which is a restriction to its research and application. Therefore it’s 
becoming an important study to produce large amount of bioactive KGF through genetic 
engineering. 
  The Escherichia coli strain BL21(DE3) was chose for expressing the fusion protein GST-KGF. 
By investigation of induction temperature, the density of bacteria, induction time and inducer 
concentration, the optimized conditions for expression of fusion protein GST-KGF were found to 
be: induction temperature 28 , ℃ IPTG concentration 0.2 mmol/L, and induction time 3 h after 4 
hour's cultivation. When cultivating in Riesenberg medium without IPTG induction, the dry cell 
weight could reach 46 g/L. By IPTG induction in the exponential phase, the total protein reached 
71 mg/L, and 108 μg/L soluble KGF could be achieved by ELISA determination. 
  As a simple eukaryotic expression system, Dictyostelium discoideum has specially advantages 
for glycoprotein expression. A series of glycoproteins have been expressed in this expression 
system. To express KGF in Dictyostelium discoideum, DNA encoding human KGF was 















human chorionic gonadotropin-β gene, the Kozak gene, and the sequence of 6-His-Tag. The PCR 
product was T-A cloned into pMD19-T vector. Then the target gene was cloned into the plasmid 
pMB74, and transformed into the E. coli JM109 by electroporation. PCR analysis and antibiotic 
resistance proved that the expression vector pMB74-KGF was constructed successfully. 
 




















经达到 70 万[1]。仅以交通事故为例，据公安部交通管理局统计，2009 年我国共









































一系列实验证明 EGF 家族与再上皮化相关[7]。EGF 是目前临床上得到大量应用
的促进伤口愈合并减轻疤痕的基因工程药物，外用 EGF 对健康受试者和烧伤受
试者都具有较好的耐受性和安全性[8]。 
血管内皮生长因子家族。血管内皮生长因子（vascular endothelial growth 
factor，VEGF）家族主要包括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、VEGF-D、VEGF-E
和胎盘生长因子（placental growth factor，PLGF）。VEGF 通过与三种跨膜的酪氨
酸激酶受体结合而发挥作用，能够促进内皮细胞增殖、新生血管形成以及增加血
管的通透性。实验证明，VEGF-A 是血管发生的主要调节因子[9]。胎盘生长因子
PLGF 是 近才发现的一种能促进血管发生的生长因子，研究发现 PLGF 主要由
角质细胞产生。PLGF 基因敲除的小鼠表现出创伤愈合延迟和血管再生障碍[10]。 
成纤维细胞生长因子家族。成纤维细胞生长因子（fibroblast growth factor，
FGF）家族是一类结构相关的多肽生长因子，目前有 24 个成员[11]。FGF 家族是

























FGF-2 和 FGF-7（keratinocyte growth factor，KGF）。其中，FGF-1 和 FGF-2 能刺
激血管的发生。通过对比人正常和受创伤皮肤的 mRNA 的检测结果发现，在创
伤发生时，FGF-1、FGF-2、FGF-5 和 KGF 的表达水平上升，其中 KGF 上升


















Palifermin 也已经获得美国 FDA 认证。 
1.1.2 角质细胞生长因子的研究进展 
1.1.2.1 KGF 的分子生物学研究 

















KGF 由 194 个氨基酸残基组成，含有一段分泌肽，分子量为 26～28 kD。人 KGF
多肽含有 5 个半胱氨酸残基，其中 4 个半胱氨酸形成 2 对二硫键，另一个折叠在
蛋白质中[23]。其 cDNA 及编码的氨基酸序列如图 1.1 所示[24]。 
 
1                                       10                                           20 
M   H   K   W    I   L   T   W   I    L    P   T   L   L    Y   R   S   C   F   H 
ATG CAC AAA TGG ATA CTG ACA TCC ATC CTC CCA ACT TTC CTC TAC AGA TCA TGC TTT CAC 
21                                     30                                            40 
I    I   C    L   V   G    T   I   S   L   A    C   N   D   M   T   P   E    Q   M 
ATT ATC TCT CTA CTG GGA ACT ATA TCT TTA GCT TGC AAT GAC ATG ACT CCA GAG CAA ATG 
41                                       50                                           60 
A    T   N   V   N   C    S   S   P    E   R    H   T   R   S   Y   D   Y   M   E 
GCT ACA AAT GTG AAC TGC TCC AGC CCT GAG CGA CAC ACA AGA AGT TAT GAT TAC ATG GAA 
61                                       70                                             80 
G    G    D   I   R   V   R   R    L   F    C   R   T   Q   W   Y   L    R    I    D 
GGA GGG GAT ATA AGA GTG AGA AGA CTC TTC TGT CGA ACA CAG TGG TAC CTG AGG ATC GAT 
81                                       90                                           100 
K    R   G   K   V    K   G   T   Q   E   M   K   N   N   Y   N   I    M    E    I 
AAA AGG GAC CCA AGA GAT CAA GAA TAA TTA CAA TAT CAT GGA AAT CAG GAC AGT GGC AGT 
101                                       110                                          120 
R    T   V    A   V    G   I    V   A    I   K   G    V   E    S   E   F   Y    L   A 
AGG ACA GTG GCA GTT GGA ATT GTG GCA ATC AAA GGG GTG GAA AGT GAA TTC TAT CTT GCA 
121                                     130                                           140 
M   N   K   E    G   K   L   Y    A   K   K   A    E   C   N   E   D    C   N   F 
ATG AAC AAG GAA GGA AAA CTC TAT GCA AAG AAA GAA TGC AAT GAA GAT TGT AAC TTC AAA 
141                                     150                                          160 
E    L   I    L   E    N   H   Y   N   T   Y   A    S   A   K   W   T   H    N   G 
GAA CTA ATT CTG GAA AAC CAT TAC AAC ACA TAT GCA TCA GCT AAA TGG ACA CAC AAC GGA 
161                                     170                                           180 
G    E   M   F    V   A   L   N   Q   K   G    I   P   V   R    G   K   K   T    K 
GGG GAA ATG TTT GTT GCC TTA AAT CAA AAG GGG ATT CCT GTA AGA GGA AAA AAA ACG AAG 
181                                      190 
K   E    Q   K   T   A    H   F   L    P   M   A   I   T     
AAA GAA CAA AAA ACA GCC CAC TTT CTT CCT ATG GCA ATA ACT TAA 
 
图 1.1 人 KGF 的 cDNA 及氨基酸序列 
Fig. 1.1 cDNAsequence and deduced amino acids sequence of human KGF 
 
氨基酸序列显示，KGF 属于成纤维细胞生长因子 FGF 家族。这一家族目前















心区域为基础绘制的进化系统树如图 1.2 所示。庞大的人类的 FGF 家族可以细分
出众多亚家族（subfamily）。其中 FGF-7（KGF）和 FGF-10（KGF-2）同属于角
质细胞生长因子亚家族（KGF 亚家族），二者都具有促进上皮细胞增殖、分化的
功能。与 FGF 家族的其它成员一样，KGF 和 KGF-2 的基因在染色体上的定位无
明显的相关性。由此可以推断 FGF 家族基因是在漫长的时间中经历进化、复制
和拼接等复杂过程中形成的[26]。在 FGF 家族中，KGF 与 KGF-2 的氨基酸序列同
源性 高，达到 53%。KGF[27]和 KGF-2 的空间结构[28]都与 FGF 家族的其它成员
类似，呈现 β-三叶草型。以鼠 KGF 为参照，KGF 的分子模型如图 1.3 所示。 
 
 
图 1.2 FGFs 家族的进化树及基因定位[25-27] 
Fig. 1.2 The evolutionary tree and gene location of FGFs family 
 
天然 KGF 的稳定性低于 FGFs 的其它家族成员，其活性易受环境影响，生
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